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remains  limited,  and  it  is  puzzling how an  alpha‐helical  repeat may  fulfill  such  a wide  range of 
functions.  In  my  Ph.D.  research,  I  examined  the  Rif1‐NTD  in  budding  yeast  and  human  using 
structural, biochemical, and biophysical approaches to shed light on their structure and function at 
the molecular level and to characterize their interactions with binding partners.  
In  the  first  part of my doctoral  studies  (Chapter 2), we determined  the  crystal  structure of  the 
conserved  125  kDa  budding  yeast  Rif1‐NTD.  Our  structure  revealed  an  extended  architecture 
spanning  238  Å  in  length  that  consists  of  an  irregular  alpha‐helical  repeat.  Using  biochemical 
approaches, we identified Rif1‐NTD as a high‐affinity DNA‐binding protein and determined the co‐
crystal structure of Rif1‐NTD in complex with dsDNA. The co‐crystal structure shows that a 16 bp 

















remained elusive whether RIF1 and 53BP1  interact directly or whether  they  require a mediator 
protein that may be able to distinguish between the different 53BP1 phospho‐states. Unexpectedly, 
we found that the 53BP1‐Rif1 interaction is direct, that it is mediated by the RIF1‐NTD, and that 
complex  formation  is  strictly  dependent  on  a  phosphorylated  53BP1  motif.  This  finding  is 
remarkable because RIF1‐NTD is an alpha‐helical repeat and does not contain a domain known for 





accomplishes these  functions through  its direct  interaction with DNA thereby blocking DNA end 
resection. In human, RIF1‐NTD also blocks DNA end resection, and we have shown that RIF1‐NTD 
directly interacts with 53BP1 in a phosphorylation dependent manner. Although Rif1 uses different 










































































 Chapter  2  investigates  the  role  of  budding  yeast  Rif1  N‐terminal  domain  in  telomere 




















 8 | P a g e            
 
1 INTRODUCTION 




16  in  Saccharomyces  cerevisiae  (S.cerevisiae)  and  23  in  human  (Homo  sapiens))  that  store  the 
genetic  information.  Maintaining  genomic  integrity  is  a  key  task  to  ensure  that  the  genetic 




distinct  because  of  their  repetitive  sequence  but  they  are  packaged  into  a  protein meshwork, 
making the DNA sequence and particularly the DNA end inaccessible to other proteins.  
DNA  damage  can  be  caused  by  a  variety  of  endogenous  and  exogenous  sources.  Endogenous 
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segregation in the first meiotic division, and at immunoglobulin genes ensuring receptor diversity 








The  first  insight  into how DSBs  can be  repaired was  the observation  that  an  induced DSB on a 
plasmid containing a budding yeast sequences leads to a homologous recombination (HR) with the 
budding  yeast  genome  (Orr‐Weaver  et  al.,  1981).  The  authors  transformed budding  yeast with 
genes  on  a  circular  or  linear  plasmid  and  found  that  the  linear  fragments  are  far  more 
recombinogenic than the circular ones. This would point towards the idea that DSBs are repaired 





that  a  non‐homologous  integration  takes  place  in  mammalian  cells.  More  direct  evidence 









and  human.  While  80%  of  DSBs  are  repaired  by  NHEJ  in  mammalian  cells  based  on  ionizing 
radiation‐induced  breaks  and  enzymatically  induced  DSBs  experiments  (Beucher  et  al.,  2009; 
Shahar  et  al.,  2012), most DSBs  in budding  yeast  are  repaired by HR  (Aylon  and Kupiec,  2003). 





Genome  integrity  is  achieved  by  immediate  repair  of  DSBs  in  budding  yeast.  DSBs  are  readily 

















Xrs2,  MRN  in  human),  which  acts  together  with  Sae2  (homologue  of  CtIP  in  human),  (2)  the 











































al.,  2007). After  yKu70/80 binding, MRX also  localizes  to  the DSB and  it  is  required  for NHEJ  in 
budding yeast, albeit the mechanism of action of MRX in NHEJ is not entirely clear.  
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  ‐  MDC1  Reads gamma‐H2AX chromatin 
mark, promotes RNF8 ubiquitylation 
activity 
  ‐  RNF8 E3 ubiquitin ligase, ubiquitylates for 
example histone 1 linker 
  ‐  RNF168  E3 ubiquitin ligase, ubiquitylates for 
example H2AK15ub 







  ‐  PTIP  Co‐localizes with 53BP1 and helps to 
block resection 
  ‐  BRCA1  Competes with 53BP1, promotes HR 







Effector kinases  Mec1  ATR  Recruited to various lesions 
including RPA coated ssDNA 
  Tel1  ATM  Recruited by NBS1 to DSBs 











  Sgs1  BLM   Long range resection of DSBs 



























NHEJ  are  (2)  strand annealing,  for which  the whole NHEJ  complex  (Dnl4,  Lif1,  and Nej1) has  to 
assemble and (3) ligation catalyzed by Dnl4 (Kegel et al., 2001; Teo and Jackson, 2000; Wilson et al., 
1997).  In addition to c‐NHEJ,  there are other end‐joining pathways, called alternative NHEJ  (alt‐
NHEJ), which generally occurs when there is no sister chromatid available and repair by HR is not 
an option. Alt‐NHEJ pathways are less well defined and more error‐prone than c‐NHEJ. One of these 
mechanisms  is microhomology‐mediated end‐joining  (MMEJ) and  it  causes deletions of 5‐20 bp 
over the repaired site, illustrating its mutagenic potential (Emerson and Bertuch, 2016).  
1.1.2.3 DNA double‐strand break repair in human cells 




DSB within one second and the Mre11‐Rad50‐Nbs1  (MRN) complex  is  loaded within 30 seconds 




























DNA binding,  the  KU70/80  heterodimer  changes  conformation  supplying  it with  a much higher 
affinity  to DNA‐PKcs  compared  to  the DNA  unbound  state  (Lieber,  2010).  DNA‐PKcs  contains  a 
catalytic kinase subunit and heavily phosphorylates  itself and other c‐NHEJ protein targets upon 
recruitment (Chiruvella et al., 2013). Ku70/80 also triggers the recruitment of the other members 
of  the NHEJ complex are  recruited:  the  ligase complex consisting of DNA Ligase  IV  (LIG4), X‐ray 




(DNA  ligase  IV‐XRCC‐XLF‐APLF‐ PAXX)  is assembled so that all members of  the complex stabilize 
each other by multiple protein‐protein interactions. KU70/80 and DNA‐PKcs are building the center 































or  inhibit  (acetylation) end resection  in budding yeast  (Robert et al., 2011; Sarangi et al., 2015). 
Taken together, the cell cycle and the activity of CDKs influence DSB pathway choice by promoting 
resection  through  a  range  of  post‐translationally modified  players.  In  doing  so,  the  players  are 
silenced or activated in different stages of the cell cycle.  
Cell  cycle  dependent  promotion  of  resection  is  one  aspect  of  the  DSB  repair  pathway  choice. 
Additionally, mammalian cells evolved more mechanisms to tightly control pathway choice. DSB 
repair pathway choice also involves mechanisms upstream of resection and there are many players 
















et  al.,  2008).  It  has  been  suggested  that  DNA‐PKcs  and  ATM  fulfill  complementary  and  non‐
overlapping  functions  in DSB  repair because DSBs  cluster within DSB  repair  foci  in  the nucleus, 
which  is  a  process  dependent  on  ATM  (Caron  et  al.,  2015).  Additionally,  ATM  inhibition  was 
reported to cause more inaccurate repair outcomes, which implies that ATM is crucial for correct 
DSB repair at some DSBs  (Caron et al., 2015). This suggests that they act  in different chromatin 

















at  lysine position 15 (H2AK15ub), which  is  in turn read out specifically by p53 binding protein 1 
(53BP1). H2AK15ub is one of the histone marks that serves as a landing platform for 53BP1 (Figure 
1.1)  (Fradet‐Turcotte et al., 2013).  The other chromatin mark  required  for 53BP1 binding  is  the 
























with  53BP1  and  attenuates  DNA  end‐resection  (adapted  and  changed  from  Blackford  et  al.,2017  and    Hustedt  and
Durocher, 2016). 
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The  S.  cerevisiae  telomere  is  formed  by  an  irregular  TG1‐3  repeat  whereas  the  Tetrahymena 
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In  budding  yeast,  three different  protein  complexes  contribute  to  the protective  telomere  cap: 
yKu70/80,  the  Cdc13‐Stn1‐Ten1  (CST)  complex,  and  the  Rap1‐Rif1‐Rif2  complex  (Figure  1.2A). 
yKu70/80 is telomere‐bound, helps to keep telomeres at their native length, and protects telomeres 
from recombination  (Gravel et al.,  1998; Polotnianka et al.,  1998).  The CST  complex  specifically 
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by  an  uncharacterized  protein  network.  B,  Shelterin  proteins  TRF1,  TRF2,  TIN2,  TPP1,  RAP1,  and  POT1  cover  the  human
telomere and adopt a protective t‐loop structure. 
















and  Shore,  2007;  Sabourin  et  al.,  2007;  Teixeira  et  al.,  2004).  Shortened  telomeres  display 
decreased binding of Rap1 and Rif2 proteins (McGee et al., 2010), with a probable reduction of the 
“Velcro”  stabilization.  Surprisingly,  shortened  telomeres  do not  show  a  similar  decrease  in Rif1 







stranded  TTAGGG  repeats while  POT1  binds  to  the  single‐stranded  sequence  repeat  overhang. 
Because they are the only proteins known in mammals binding to this sequence repeat, shelterin 
accumulates at all telomeres in a mammalian cell and protects the telomere. The telomeric repeat 
sequence  spans  over  several  kilobases  and  the  telomere  is  not  just  protected  by  the  shelterin 
complex itself, but the shelterin coated telomeric sequences forms a loop structure called t‐loop, 


























after  the  Drosophila  segment  polarity  protein  armadillo  where  this  type  of  repeat  was  first 
described (ARM) (Peifer et al., 1994).  
HEAT repeats consist several stacked HEAT motifs. A HEAT motif is comprised of two alpha helices 



























2001). Each ARM motif has  roughly 40 amino acids distributed over  the  three helices and ARM 
motifs also stack on top of the neighboring ARM motif. The overall architecture of ARM repeats is 


















folds:  Myb  domains,  TRF‐homology  domains,  and  OB  folds  (oligonucleotide/oligosaccharide‐
binding  folds)  (Chen  et  al.,  2017;  Chen  et  al.,  2008b;  Fairall  et  al.,  2001;  Wang  et  al.,  2007). 
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alpha‐helical  repeat  of  around  1000  amino  acids  in  yeast  and  human  (Figure  1.4).  This  is  quite 
surprising  because  the  function  of  the  alpha‐helical  repeat  within  Rif1  is  not  known.  While 
telomeres  and  DSB  responses  have  been  extensively  studied  in  yeast  and  human  cells,  our 
understanding on a molecular basis  is  far  less advanced.  In mammalian cells, we have a  limited 







































their  associated  proteins,  the  MRN  complex  and  Ku70/80,  respectively,  or  whether  the  DNA 
interaction is mediated directly through the helical repeat.  
Some other DNA repair proteins such as DNA glycosylases adopt helical repeats. DNA glycosylases 





HEAT  repeats  (Rubinson  et  al.,  2008).  Interestingly,  the  structure  of  AlkD  was  determined  in 
complex with  double‐stranded DNA harboring  an N3‐methyladenine  analog  as  alkylation  lesion 
(Rubinson  et  al.,  2010).  AlkD  forms  a  positively  charged  concave  surface,  in which  the  double‐
stranded  DNA  is  wedged  into.  Engaging  with  the  DNA  through  a  HEAT‐like  repeat  was 
unprecedented (Rubinson and Eichman, 2012; Rubinson et al., 2010).  
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and  native  telomeric  repeats  (around  150bp  and  300bp)  were  reported  by  Chromatin 






In  order  to  study  the  role  of  Rif1  at  telomeres  further,  destabilizing  the  telomere  cap  by 
temperature‐sensitive‐lethal mutants  of  the  CST  complex  is  a  powerful  approach.  CST mutants 
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binding protein, which activates the checkpoint process through MRX‐Mec1‐Ddc2 (Xue et al., 2011). 
In  these  cells,  Rif1  appears  to  bind  ssDNA/dsDNA  hyper‐resected  junctions, moving  away  from 
chromosome ends and deep into internal regions devoid of Rap1 binding sites, where it serves to 
dampen the DNA damage checkpoint response (Anbalagan et al., 2011; Xue et al., 2011). 













Compared  to  the crucial  role of Rif1  in budding yeast at  telomeres, RIF1 only binds to aberrant 
telomeres  in  human  cells  upon  inducible  TRF2  deletion  together  with  NBS1,  ATM,  and  53BP1 
(d'Adda di Fagagna et al., 2003; Silverman et al., 2004). Aberrant telomeres in mammalian cells can 
be studied by fluorescent microscopy and are found to cause foci, which are comparable to DNA 
damage‐induced  foci  (Silverman  et  al.,  2004).  RIF1  focus  formation  at  aberrant  telomeres  in 
mammalian cells is strictly dependent on 53BP1 (Silverman et al., 2004). RIF1 foci are also formed 
upon DNA damage treatment such as ionizing radiation or UV‐treatment throughout the genome 
(Silverman  et  al.,  2004).  Testing  ATM  and  ATR  inhibitors  revealed  that  IR  and  UV  damage  can 
activate  the  ATR  and  ATM  kinases.  However,  RIF1  focus  formation  is  dependent  on  ATM 
phosphorylated  53BP1  while  ATR  inhibitors  did  not  show  an  effect  on  RIF1  focus  formation 
(Silverman et al., 2004). Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) depleted of RIF1 show an even more 
increased sensitivity to IR causing cell death compared to the treatment of ATM inhibitors or the 





















determined that  it  is the N‐terminal helical repeat of RIF1 (1‐967), which  is required  for the co‐












RIF1,  promotes  resection  (Martina  et  al.,  2014).  This was  a  quite  surprising  finding  particularly 
because they could not detect an increase in RPA binding to the DSB upon resection. However, the 
role of Rif1 in DSB repair in budding yeast is still poorly defined and awaits further research.  









may  be  the  functional  domain  for  telomere  capping  when  telomeres  become  compromised. 
Additionally, it is the RIF1 N‐terminal helical repeat, which is required for the co‐localization with 
53BP1  in mammalian cells  further supporting the  idea of the helical repeat being the  functional 












and  ATM,  RIF1  should  not  have more  severe  phenotypes  than  the  deletion  of  53BP1  or  ATM. 
However, deletion of RIF1 is embryonically lethal in mice while deletion of 53BP1 and ATM is not 





with  the  ATR  inhibitor  caffeine  still  did  not  interrupt  the  53BP1‐Rif1  co‐localization  to  stalled 
replication forks, which could  imply that Rif1 can be recruited by other means (Buonomo et al., 
2009). Interestingly, Rif1 co‐localizes to stalled replication forks with similar kinetics as the Bloom 
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Syndrome RecQ Like Helicase (BLM), which is recruited to stalled replication forks and is required 
for  efficient  recovery  of  the  stalled  forks  (Xu  et  al.,  2010). Mass  spectrometry  analysis  of  BLM 













these genes act  in  separate pathways during DNA replication stress  in budding yeast  (Xu et al., 
2010). 
Compared  to  seemingly  different  roles  of  Rif1  in  replication  stress,  Rif1  is  a  key  regulator  of 
replication timing in yeast and mammalian cells (Cornacchia et al., 2012; Hayano et al., 2012; Peace 
et al., 2014; Yamazaki et al., 2013; Yamazaki et al., 2012). RIF1 was shown to alter the replication 
program shown by genome‐wide profiling  in mammalian cells  leading to a change  in replication 
timing  in  over  40%  of  the  replication  domains.  Replication  timing  is  governed  by  a  local 
compartmentalization into chromatin domains that replicate simultaneously, known as replication 
































this  motif  is  located  N‐terminally  with  the  KSVAF/SILR  signature  (commonly  abbreviated  as 
RVxF/SILK, residues 116‐118 and 147‐149) while this motif  is  located C‐terminally  in vertebrates 
(Hendrickx et al., 2009; Sreesankar et al., 2012). Rif1 recruits PP1 (Glc7 in budding yeast) to late 
replication origins and is instrumental in the regulation of DNA replication initiation (Dave et al., 
2014;  Hiraga  et  al.,  2014; Mattarocci  et  al.,  2014).  The  functional  implications  of  the  different 
location of the RVxF/SILK motif between yeast and vertebrates are not clear. 
























(GAR),  the  tandem Tudor  domain  (Tudor),  the  ubiquitin‐dependent  recruitment  domain  (UDR)  and  the BRCA1 C‐terminus 
domain (BRCT). Required histone modifications for 53BP1‐nucleosome binding are indicated: dimethylated Histone 4 Lysine 
position 20  (H4K20me2);  ubiquitylated Histone 2A  Lysine position 15  (H2AK15). A, B, deposited  structures  in  the PDB are 
marked (4BJT (Rif1_RBM), 4BJS (Rif1_CTD), 5KGF (53BP1_UDR), 2LVM (53BP1_Tudor), 1KZY (53BP1_BRCT)). 
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parts:  a  C‐terminal  tandem  BRCT  domain  (BRCT1  and  BRCT2;  named  after  ‘BRCA1  C‐terminal 
domain domain’), a ubiquitylation‐dependent recruitment motif  (UDR), a tandem Tudor domain 
(Tudor), a oligomerization domain (OD), a glycine–arginine‐rich (GAR) domain, a dynein light chain 
8  (LC8) binding motif,  and a 1200 amino acid  long N‐terminal domain  (NTD), which contains 28 
serine/threonine‐glutamine sites (S/T‐Q) (Figure 1.5B). BRCT deletion mutants are indistinguishable 
from wild‐type 53BP1  in  their  ability  to  localize  to DNA damage‐induced  foci  and  to block DNA 
resection. In addition, BRCT deletions fully support physiological DNA end‐joining during CSR and 





fate  decisions  upon  stress  (Cuella‐Martin  et  al.,  2016)  and  a  co‐crystal  structure  of  the  BRCT1 
domain with the p53 DNA‐binding domain has been determined, which provides further evidence 
(Joo et al., 2002). 
The UDR domain  follows  the Tudor domain and  they  are  specifically  reading out  the  two post‐
translational modifications on the nucleosome upon damage, H2AK15ub and dimethylated lysine 
20  on  histone  4  (H4K20me2)  (Fradet‐Turcotte  et  al.,  2013).  Point  mutations  within  the  Tudor 
domain  abolish  DNA  damage  induced  focus  formation  and  render  cells  incapable  of  ATM‐
dependent NHEJ for DNA repair or NHEJ dependent CSR (Bothmer et al., 2011; Botuyan et al., 2006). 








While  the  function  of  the  Tudor  and UDR  domain  are well  defined,  the  importance  of  the OD 
domain is still puzzling. OD mutants show reduced focus formation upon IR‐induced DNA damage 
(Zgheib et al., 2009), but recruitment of RIF1 and blocking of resection at dysfunctional telomeres 
is  only  mildly  impaired  whereas  CSR  is  completely  defective  (Lottersberger  et  al.,  2013). 
Additionally, the OD domain is required for NHEJ in PARP‐inhibitor treated cells deficient of BRCA1 
(Bothmer et al., 2011). Even though the oligomerization domain was defined early, it is still unclear 
which  oligomer  conformation  53BP1  adopts.  When  the  OD  was  artificially  replaced  by  a 





The  functional  role of the LC8 binding motif and the GAR motif also remains  to be determined. 
Mutation  of  either  site  only  very  mildly  affects  the  processing  of  dysfunctional  telomeres 
(Lottersberger et al., 2013). 
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The N‐terminus of 53BP1 spans 1220 amino acids, is predicted to be unstructured and contains 28 
serines or  threonines  followed by  a Glutamine  (S/T‐Q), which  are ATM  targets  (Bothmer et  al., 
2011). Bothmer et al. observed that 53BP1 forms irradiation‐induced foci, even if the N‐terminus is 
deleted or if 28 S/T‐Q sites in the N‐terminus are mutated to Alanine (Bothmer et al., 2011). These 


















Thus,  RIF1 might  bind  to  53BP1  in  an  indirect way  and may  require  a mediator  protein, which 
specifically binds to the phosphorylated 53BP1 sites. It has been suggested that the major binding 
site of RIF1 lies within the 7 more C‐terminal S/T‐Q sites of 53BP1 (sites 9‐15) (Callen et al., 2013). 





























conserved across organisms.  In mammals, RIF1‐NTD and 53BP1 are  at  the  center of DSB  repair 
pathway choice, with 53BP1 acting  as  the DSB chromatin mark  sensor  and  the Rif1‐NTD as  the 
downstream  effector  blocking  resection  being  strictly  dependent  on  phosphorylated  53BP1. 
However,  it  remained  unclear whether  RIF1  and  53BP1  interact  directly  or  require  a mediator 
protein. We hypothesized that the RIF1 may interact with phosphorylated 53BP1 in an analogous 
way as Rif1‐NTD interacts with DNA. Thus, we aimed to investigate the Rif1‐NTD – 53BP1 interplay 
biochemically  and  our  data  reveal  that  the  RIF1‐NTD  binds  directly  and  specifically  to  a 
phosphorylated motif within 53BP1 in vitro and in vivo.  
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 Structure  of  the  Rif1‐NTD  ‐  an  elongated,  crook‐shaped  alpha‐
helical repeat 
S. cerevisiae Rif1  is predicted to contain a  largely uncharacterized N‐terminal domain containing 
helical  repeat  elements  (Hendrickx  et  al.,  2009;  Silverman et  al.,  2004;  Sreesankar  et  al.,  2012) 
within the first 1400 residues of its 1916 amino acids (Figure 2.1A). This domain is preceded by an 
RVxF/SILK  PP1/Glc7  binding  motif  (residues  116‐118  and  147‐149),  which  is  found  at  varying 
positions  in different Rif1 orthologues  (Sreesankar et al.,  2012).  The  remaining C‐terminal ~600 
resides are specific to the budding yeast protein and contain the primary Rap1‐binding motif (RBM; 
amino acid  residues 1752‐1772) with a major  role  in Rif1  telomere  localization, and  the Rif1 C‐






lack  of  a  search  model,  phases  were  determined  by  using  a  selenium  multiple‐wavelength 
anomalous dispersion approach, where all native methionines  in the Rif1_NTD were substituted 
with the heavy atom labeled seleno‐methionine. The model was built manually and refined at 3.95 












































Rif1‐NTD bound ssDNA  in a  length‐dependent manner: a 20 nt ssDNA fragment did not  interact 






30  bp  ssDNA/dsDNA  junction,  produced  distinct  banding  patterns,  indicating  the  formation  of 
different Rif1‐NTD‐DNA oligomeric species (Figure 2.4). Different binding patterns were observed 
for  a  plethora of  different DNA  substrates,  showing  that  Rif1‐NTD binds DNA  substrates  tightly 
resulting in various oligomeric states (Figure 2.4).  
 











































shown  in red. No  interpretable electron density was found for the 30 nt ssDNA 3’‐tail of  the crystallized dsDNA. C, View of B 
expanded by crystallographic symmetry showing how multiple Rif1‐NTD dimers (blue surfaces) bind the same two DNA molecules 
in the Rif1‐NTD co‐crystals with DNA.  






bases  of  the  crystal  structure  assuming  a  head‐to‐tail  (left)  or  head‐to‐head  (right)  conformation  of  the  dimer.  B‐C, 
Representative negative stain electron micrographs and 2D class averages of Rif1‐NTD in absence (B), or presence (C) of 
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Seeking  independent  evidence  for  functionally  relevant  Rif1‐NTD‐DNA  configurations,  we  used 
negative stain electron microscopy (EM) (Figures 2.6). Two‐dimensional class averages and three‐
dimensional  reconstructions  confirmed  the  crook‐shaped  appearance  of  monomeric  Rif1‐NTD 
(Figures 2.6B and E) and established that Rif1‐NTD predominantly forms a figure‐8‐shaped head‐to‐





arrangement,  with  DNA  threaded  through  the  two  internal  channels  (designated  DNA‐binding 
channel I and II in Figure 2.5). Clear undulating electron density for linear dsDNA was found for Rif1‐
NTD‐DNA‐1 and ‐2 after refinement with an optimized bulk solvent model, enabling the entire 30 
bp  dsDNA  portion  of  the  crystallized  construct  to  be  modeled  (Figure  2.5B).  No  interpretable 
density was found for the single‐stranded portion of the DNA (Figure 2.7A).  
The dsDNA threads through channel I of one Rif1‐NTD dimer and into channel II of a neighboring 




DNA  binding  mode  in  each  of  the  channels.  The  differences  between  the  two  channels  are 
highlighted by plotting DNA proximity onto the surface of Rif1‐NTD, which shows that the potential 




Hook  domain  in  each  channel  and  is  closest  to  helical  units  4‐8,  which  are  part  of  the  Rif1_N 
signature region defined by Pfam (helical units 1‐8, Figures 2.2C).  
 




In  the  crystal  structure,  Rif1‐NTD  binds  the  dsDNA  portion  of  the  3′‐tailed  DNA  substrate. 
Consistently,  Rif1‐NTD EMSAs with  a  30 bp dsDNA  substrate produced  similar binding  affinities 
compared to 30 bp + 30 nt or a 15 bp + 15 nt 3′‐tailed ssDNA/dsDNA junction substrates (Figure 
2.3B). Given that Rif1‐NTD exhibited affinity to ssDNA, dsDNA, and several other DNA substrates 



























Additionally,  these  assays  were  performed  with  substrates  containing  yeast  telomeric  DNA 
sequences to test whether Rif1‐NTD shows a sequence preference. We found that TG1‐3 repeats 
were no more effective in competitive binding than random sequence substrates (Figure 2.8C). It 
was previously published that the human RIF1‐CTD binds DNA  in vitro  showing a preference  for 
Holliday Junctions (Xu et al., 2010). Considering that the Rif1‐CTD fragment contains the conserved 
DNA‐binding region present  in yeast and human, we compared the budding yeast Rif1‐NTD and 
Rif1‐CTD  under  these  conditions.  Our  EMSA  analysis  showed  similar  Kds  for  the  Rif1‐CTD  as 
previously published (Xu et al., 2010), revealed that both Rif1 domains bind DNA in vitro and that 
the affinity is roughly 10‐fold higher for the NTD compared to the CTD (Figure 2.8D). Taken together, 
these  experiments  are  consistent  with  the  propensity  of  Rif1‐NTD  to  crystallize  with  3′‐tailed 
ssDNA/dsDNA  junction  DNAs  and  to  make  preferred  interactions  with  the  same  substrates  in 
solution. Rif1‐NTD binds DNA very tightly and  in a sequence‐independent manner. The detailed 












in  panel  B.  Binding  to  competitor  substrates  was  measured  by  reappearing  unbound  DNA.  (n  =  3;  mean  ± s.e.m, 
independent experiments.) B, EMSA analysis (as A) using 1 nM 32P‐labeled 3′‐tailed 30ds30ss junction DNA and 80 nM Rif1‐














2.3).  Plotting  DNA  proximity  onto  the  surface  of  Rif1‐NTD,  we  identified  clusters  of  positively 














(K680,  R688,  K689,  K691,  K692,  K706,  K708),  and  we mutated  two  DNA‐facing  lysine  residues 
(K691E and K692E) to generate a mutant designated Rif1‐NTDLOOP (Figures 2.9A and B). Rif1‐NTDHOOK 
and  Rif1‐NTDLOOP  mutants  were  expressed  recombinantly,  purified  and  proved  stable  for 
investigation in recombinant form (Figure 2.9C and D). Rif1‐NTDHOOK and Rif1‐NTDLOOP were tested 
for DNA binding in EMSA assays using a 30 bp DNA duplex, the portion of the substrate visible in 
the  crystal  structure  (Figure  2.9E).  As  shown  in  Figure  2.9E,  DNA  binding  was  compromised 
compared to wild‐type Rif1‐NTD, and ~4‐fold higher protein concentrations of Rif1‐NTDHOOK and 
Rif1‐NTDLOOP were needed to bind the 30ds substrate. Additionally, Rif1‐NTDHOOK and Rif1‐NTDLOOP 




























previous  results  (Shi  et  al.,  2013),  Rif1  occupancy  at  native  telomeres, measured  by  chromatin 
immunoprecipitation (ChIP), was reduced by 97% compared to wild‐type Rif1 when the major Rap1 
binding site was disrupted (Rif1RBM mutant I1762R, I1764R) (Figure 2.10A, Figure 2.11A for protein 







compromised Rif1‐NTD mutant  in  vivo  (Figure  2.11C).  Thus, while  the  Rif1  RBM  represents  the 
major means  of  Rif1  recruitment  to  telomeres,  the  DNA‐binding  Hook  region  and  its  ability  to 
properly engage DNA is essential for mediating telomerase inhibition. 
 Rif1‐NTD mediates the telomeric anti‐checkpoint function of Rif1 
In  addition  to  inhibiting  telomerase  at  normal‐sized  telomeres,  Rif1  serves  an  anti‐checkpoint 
function  at  eroded  telomeres.  This  is  evident  in  a  model  for  critically  short  telomeres  at  HO 
endonuclease‐induced DSBs  flanked by  short  (80 bp)  telomere  repeat  tracts  (TG80), where Rif1 
attenuates  a  transient  DNA  damage  checkpoint  response  (Ribeyre  and  Shore,  2012).  We 
determined  cell‐cycle  restart  times  following  induction  of  the  HO  endonuclease  and  found 
significant anti‐checkpoint defects for cells harboring the rif1HOOK or rif1LOOP mutant alleles (Figure 
2.10C).  In  contrast,  rif1RBM  mutant  cells  behaved  like  RIF1  wild‐type  cells,  whereas  rif1HOOK/RBM 










large‐budded, G2/M‐arrested cells  following HO endonuclease  induction  in wild‐type or rif1 mutant cells presented as 
Kaplan‐Meier survival analysis. Average G2/M to G1 transition times (t), number of cells examined for each sample (n) 
and P‐values are indicated. D, Percentage of ssDNA formed at three sites of increasing distance from a TG80‐flanked DSB 
















values ± s.e.m.  (n = 3). F, Western blot analysis showing the  levels of expression of the  indicated 13xMyc‐tagged Rif1 
proteins. 
 





















(anchor)  was  tagged  with  FKBP12.  (D‐G)  Rapid  depletion  of  Rif1  from  the  nucleus  increases  resection  at  uncapped



















A Rif1 Hook‐mediated mechanism of  attenuating DNA end  resection  at  TG80‐flanked DSBs  and 
eroded telomeres, independent of Rap1‐binding, suggested a possible role of Rif1 at DNA breaks 




drop  in cell  survival  for  rif1Δ mutants as measured by colony outgrowth  following 2 h or 4 h of 
transiently  induced  HO  endonuclease  expression  (Figure  2.13B).  Following  chronic  HO 
endonuclease expression, which only allows survival through rare imprecise NHEJ events that alter 




Figure 2.14A). These  findings establish Rif1 as a modulator of DSB  repair by promoting NHEJ  in 
yeast. 
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Consistent  with  a  previous  report  (Martina  et  al.,  2014),  ChIP  analyses  showed  that  Rif1 















joining  factors  such  as  YKU70  (Figure  2.13),  and  was  mediated  by  the  Rif1  Hook  domain,  but 
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MAT  locus  (Figure  3.5A,  E).  Similar  results  were  obtained  at  the MNT2  locus  (Figure  2.14G). 
Consistent  with  these  findings,  Southern  blot  analyses  showed  that  the  stability  of  a  genomic 














as mean   s.e.m.  (n = 6). PET0, plating efficiency without HO induction. C, Rif1 accumulates at DSBs  in the absence of 
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Table 2.1 Crystallographic data collection and refinement statistics. 
  RIF1‐NTD‐1  RIF1‐NTD–DNA‐1  RIF1‐NTD–DNA‐2 
  (PDB code 5NVR) (PDB code 5NW5)
 Data collectiona       
 Wavelength (Å)  0.9790  1.0000  0.9186 















 Unique reflections  21894 (3132) 32678 (4704)  12703 (3529) 
 Multiplicity  50.6 (42.7) 6.3 (5.8) 11.9 (12.5) 
 Completeness (%)  100 (100) 99.9 (100) 99.6 (100) 
 ?I/σ(I)?  14.4 (1.3)  5.5 (0.6)  8.0 (0.5) 
 CC1/2 outer shell; no. of pairs   0.497; n =3129   0.172; n =4689  0.142; n = 3529 
 Resolution (Å) where       
    ?I/σ(I)? > 2.0 (overall)  4.16 6.10 7.56 
    ?I/σ(I)? > 2.0 (along h)  ‐ 6.11 7.83  
    ?I/σ(I)? > 2.0 (along k)  ‐ 8.10 10.16 
    ?I/σ(I)? > 2.0 (along l)  ‐  5.25  7.11 
    CC1/2 > 0.3 (overall)  3.94  4.96  7.09 
    CC1/2 > 0.3 (along h)  ‐  4.76  7.19 
    CC1/2 > 0.3 (along k)  ‐ 7.01 9.91 
    CC1/2 > 0.3 (along l)  ‐ 5.25 6.50 
 Rmeas  0.234 (4.131) 0.264 (3.294) 0.358 (6.001) 
 Rpim  0.033 (0.629)  0.114 (1.496)  0.101 (1.757) 
 Wilson B‐factor (A2)c  183  220  389 








 Reflections   21814 (2125)  ‐  8873 (732) 
 Reflections (Rfree)  1132 (115)  ‐  578 (59) 
 Completeness (%)  100 (100)  ‐  70.0 (23.9) 
 Complete to resolution (Å)   3.94   ‐  9.09 
 Rwork / Rfree  0.2115 / 0.2609 ‐ 0.2529 / 0.2772 
 No. non‐hydrogen atoms  8691 ‐ 18864 
 Average B‐factor (Å2)     ‐   
    Protein / DNA  221 / ‐  ‐  316 / 547 
 R.m.s bonds (Å) / angles (°)  0.003 / 0.54  ‐  0.015 / 2.12 
Ramachandran plot (%)d       
    Favored  91 ‐ 85.8 
    Allowed  7.2 ‐ 11.3 































Having  solved  the  S.cerevisiae  Rif1‐NTD  structure  (Figure  3.1E),  we  attempted  to  model  the 
structure of the RIF1‐NTD. Phyre² and RaptorX predict a very similar alpha‐helical shape for the N‐
terminal Hook domain whereas the models do not agree on the Shaft domain (Figure 3.1F) (Kallberg 








While  the  budding  yeast  Rif1  Hook  domain was  characterized  by  a  positively  charged  concave 




conservation over  the protein using the same parameters  (see methods Chapter 4). C, D,  Intrinsic disorder analysis of
S.cerevisiae and human Rif1,  respectively, using DISOPRED. E, Cartoon and electrostatic  surface  representation of  the
solved Rif1‐NTD and Rif1‐CTD structure (CTD from Shi.et al (2013)). F, Structural models of the hRif1‐NTD using Phyre2 and 
RaptorX  protein  structure  prediction.  Structural  models  were  based  on  scRif1  or  CAND1  (Cullin‐Associated  and 
Neddylation‐Dissociated 1). All models agree on a Hook like structure of the RIF1‐NTD in its N‐terminal region up to residue 
365. 









al., 2013; Zimmermann et al., 2013). U2OS cells  readily  form 53BP1‐Rif1  irradiation  induced co‐
localization foci, and the N‐terminal S/T‐Q sites of 53BP1, as well as the RIF1‐NTD structured part, 
are required for this co‐localization (Escribano‐Diaz et al., 2013). However, it is currently not known 




Focus  formation  region  consisting  of  the  oligomerization  domain  (OD),  tandem‐Tudor  domain 
(Tudor)  and  the  ubiquitin‐dependent  recruitment  motif  (UDR))  and  a  varying  region  of  the  N‐
terminal region (Figure 3.2A). Surprisingly, only a very small motif of 53BP1 (145‐182) was required 
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53BP1  is  conserved  among  metazoans  and  a  multiple  sequence  alignment  shows  that  the 
structured  C‐terminal  domains  are  more  conserved  than  the  unstructured  N‐terminal  part. 
However, there are some conserved motifs in the N‐terminal regions, such as the residues 162‐182 













1711)  harboring  no mutation  (wt)  or  one  to  three  point  mutations).  3xAla=  S166A,  S176A,  S178A.  24  h  post‐vector
transfection  cells were  irradiated  (10 Gy)  and  processed  for  RIF1  immunofluorescence  1  h  post‐irradiation.  Data  are
represented  as  the  mean  ±  SEM  (n=3).  C,  53BP1‐depleted  U2OS  cells  were  transfected  with  vectors  expressing  the
indicated GFP‐53BP1 mutants  (100‐200  fused  to  the  focus‐formation  region  (FFR;  residues  1221‐1711)  harboring  no
mutation  (wt)  or  one  point  mutations),  irradiated  (10  Gy)  and  processed  for  RIF1  immunofluorescence.  Data  are
represented as the mean ± SEM (n=3). D, To scale representation of 53BP1 and conservation analysis highlighting three
N‐terminal motifs. In particular the first motif spanning residues 162‐182 is conserved across vertebrate.  
















of  RIF1‐NTD  towards  the non‐phosphorylated Cy‐5‐labelled peptide, whereas  RIF1‐NTD  showed 
tight binding to the phosphorylated 53BP1 peptide (Kd of 2uM, n=6, R2=0.984) (Figure 3.3C). This 

























the  53BP1  phospho‐peptide  by  FP  revealed  that  there  is  no  detectable  binding  of  the  RIF1‐
NTDK290D/K291D mutant to the 53BP1 phospho‐peptide (Figure 3.4C). The RIF1‐NTDR283D mutant still 
binds weakly  (Kd of  6uM),  accompanied with  halved  signal  intensity  (Figure  3.4C). None  of  the 
mutants  show  binding  to  the  non‐phosphorylated  53BP1  peptide.  This  data  suggests  that  the 











Figure  3.4  –  RIF1‐NTD  binds  to  phosphorylated  53BP1  peptide  N‐terminal  Hook  domain.  A,  B,  Cartoon  and  surface
electrostatic representations of the RIF1 structural models based on the scRif1 structure (A) or CAND1 (B) indicating three
positively  charged  residues.  C, Mutating  K290/291D  on  hRif1‐NTD  abrogates  the  phospho‐specific  binding  to  53BP1
peptide. FP analysis of fluorescently  labelled 53BP1 peptide  phosphorylation upon addition of hRif1‐NTD variants as
indicated. Mean values  s.e.m. are plotted (n = 3). 
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 Human RIF1 and 53BP1 form a complex  




histone 4  (H4)  (Wilson  et  al.,  2016). However,  the  rest of  the  53BP1  structure  remains elusive. 
Interestingly,  the N‐terminal 1480 are predicted  to be unstructured  (Figure 3.5A), which puts  a 
particular hurdle to the further structural analysis of the protein. A construct containing the Tudor 
and  UDR  domains,  the  oligomerization  domain  and  the  Glycine/Arginine‐rich  motif  (GAR) 
(53BP11220‐1631) was expressed recombinantly and purified (Figure 3.5B). The construct contained 
four N‐terminal  glycines  in order  to be able  to enzymatically  link  the  identified phosphorylated 
53BP1 peptide to the 53BP11220‐1631 protein. Enzymatic linkage of the peptide was performed using 
the  enzyme  sortase,  which  requires  the  C‐terminal  recognition  sequence  LPETGG  and  the  N‐
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To answer the question of whether 53BP11220‐1631 and RIF1_NTD interact and to assess the role of 








In  contrast,  the  measured  size  of  53BP11220‐1631 was  125  kDa,  consistent  with  a  trimer.  To  our 
surprise, the RIF1‐NTD‐53BP1peptide‐1220‐1631 complex resulted in a measured molecular weight of 157 
kDa.  This  suggests  that  the  53BP11220‐1631  trimer  falls  apart  when  RIF1_NTD  is  bound.  This  is 
unexpected  as  current  models  assumed  that  the  oligomerization  of  53BP1  is  crucial  for  the 
assembly of several 53BP1 molecules at the DSB site.  
To  gain  independent  validation  of  the  complex  formation  and  to  characterize  the  53BP1‐RIF1 
interaction further, cross‐linking mass spectrometry was performed. RIF1‐NTD and 53BP11220‐1631 in 
the presence or absence of the linked phospho‐peptide were purified over SEC as in Figure 3.6A 
and  cross‐linked  with  the  lysine  linker  DSSO  (disuccinimidyl  sulfoxide).  Six  crosslinks  could  be 
detected  between  RIF1‐NTD  and  53BP1peptide‐1220‐1631,  whereas  no  crosslinks  were  identified 
between RIF1‐NTD and 53BP11220‐1631 (Figure 3.6C). Additionally, more intra‐links within 53BP1 were 






motif  and  to  function  as  the  reader  of  the  ATM  site.  Additionally,  our  data  indicate  that  the 
oligomerization  of  53BP1  is  interrupted  upon  53BP1‐Rif1  complex  formation, which  poses  new 
questions on the molecular assembly of 53BP1 and RIF1 at damage sites. This work supplies a good 
basis for further biochemical and structural studies on the Rif1‐53BP1 interplay.  













self‐links within  the  same protein,  purple  flags  indicate  linker modified peptides,  and crosslinks  between RIF1‐NTD and 
53BP1 are indicated with green lines. Identified crosslinks are listed. No crosslinks could be detected in the absence of linked 
phospho‐peptide.  










cell  density  of  4  x  106  cells/mL  with  15  mL/L  of  P2  virus  solution.  Cells  were  harvested  by 
centrifugation 48 h after infection and lysed by sonication in 50 mM Tris‐HCl pH 8.0, 500 mM NaCl, 
1 mM  tris(2‐carboxyethyl)phosphine  (TCEP),  1 mM phenylmethylsulfonyl  fluoride,  1×  protease 

























A gold derivative was prepared by  soaking a native  crystal with 1 mM KAu(CN)2  in  a  stabilizing 
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MgCl2  and  50  mM  NaCl  using  an  Illustra  MicroSpin  G‐25  column  (GE  Healthcare).  DNA 
oligonucleotides at 2 µM were mixed in the combinations listed in Table 4.2 and annealed in 10 mM 
Tris‐HCl pH 8, 1 mM MgCl2, 50 mM NaCl by heating for 5 min to 98°C and cooling at 1°C/min to 4°C 
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4.1.7 EMSA quantification 
EMSA  images  were  analyzed  with  ImageJ  (Schneider  et  al.,  2012),  by  selecting  and  blotting 
individual lanes. Bands were defined across the gel and noise was subtracted. The intensity of the 
analyzed bands was normalized to the total  intensity of the  lane. The percentages of  intensities 












a  glycerol  gradient  (10‐20%  w/v)  by  ultracentrifugation  for  16  h  at  214  000g  (4°C).  Fractions 
containing  Rif1‐NTD  with  or  without  DNA  were  diluted  to  ~0.1  mg/ml  and  absorbed  to  glow‐
discharged Quantifoil grids coated with a continuous thin carbon film (S7/2, Cu 400 mesh, 2 nm 
carbon film, Quantifoil Micro Tools). A 4 μL sample was applied to a grid and negatively stained with 

















































(PSI‐BLAST),  number  of  iterations  (3),  E‐value  cutoff  (0.0001),  searching  the  protein  database 
UNIPROT90. Up to 150 sequences were searched for having a minimal sequence identity of 15% 
and a maximal sequence identity of 95%. Multiple sequence alignment was performed using the 
MAFFT‐L‐INS‐i  alignment  method  and  a  Bayesian  Calculation  method.  Multiple  sequence 
alignments were imported into CLC Genomics Workbench 6.9 and conservation was plotted in a 














R283D,  K290/291D or  R283D_K290/291D) were  expressed  as N‐terminal  Strep(II)‐tag  fusions  in 
Trichoplusia ni High Five insect cells (Life Technologies). Bacmids, primary and secondary viruses 
were produced using the Bac‐to‐Bac system (Life Technologies) and Spodoptera frugiperda (Sf9) 
insect cells  (ThermoFisher Scientific). High Five  insect cells were grown  in SF900 II medium (Life 
Technologies) at 27°C and infected at a cell density of 4 x 106 mL with 15 mL/L of P2 virus solution. 
Cells were harvested by centrifugation 48 h after infection and lysed by sonication in 50 mM Tris‐





IBA).  The  protein  solution  was  concentrated  by  ultrafiltration  (30  kDa  molecular‐weight  cutoff 
concentrator; Amicon Ultra‐15 Centrifugal Filter Units, Millipore) and separated by size exclusion 
chromatography (Superdex 200, GE Healthcare) in 50 mM HEPES pH 7.4, 250 mM NaCl, 1 mM TCEP 
(storage  buffer).  Purified  Rif1‐NTD  was  concentrated  by  ultrafiltration,  flash‐frozen  in  liquid 
nitrogen and stored at ‐80°C. 
4.2.4.2 53BP1 peptides 






















standard  and  UV  absorption  Nanodrop  spectrophotometer  (ThermoFisher  Scientific).  Peptide 
powders were dissolved  in 100% DMSO to gain a 2mM stock. The peptide  stock was diluted  in 










microscale  thermophoresis  data  was  imported  into  GraphPad  Prism  (version  7)  and  analyzed 
assuming a “One‐site Total binding” with no non‐specific binding. (Formula: Y=(Bmax*X)/(Kd+X) + 
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volume of 500 ul. The peptide‐linked 53BP11220‐1631 (53BP1pept‐1220‐1631) was purified via size exclusion 
chromatography  on  a  Superose  6  column,  and  absorption  at  260nm,  280nm  and  635nm were 







































portion of  the  yeast  telomere.  The  Rif1‐NTD  together with  the Rap1‐Rif1‐Rif2  network  forming 
multiple  long‐range  interactions  provides  a  detailed  molecular  model  of  a  “belts  and  braces” 
mechanism to protect the telomere from DNA damage sensors (Figure 5.1). 
The  telomere  elongation  phenotype  of  the  rif1HOOK  mutant  supports  a  previously  unknown 
functional  role  for  Rif1 DNA binding  in  telomere  length  regulation.  Strikingly,  the  rif1HOOK  allele 
conferred  a more  severe  telomere  length  defect  than  the  Rap1‐binding  defective  rif1RBM  allele, 
while the latter reduces Rif1 occupancy at telomeres more drastically judged by ChIP. Our finding 
thus  supports an effector  function of  the Rif1‐NTD  that goes beyond a  recruitment  role  (Figure 
5.1A). The ability of Rif1  to directly bind  to DNA  is  thus crucial  for  telomere homeostasis and  it 
supports  a  model,  in  which  the  Rif1‐NTD  serves  as  a  downstream  effector  analogously  to 
mammalian RIF1 at DSBs. The Rif1‐NTD DNA binding provides a potential mechanism to directly 
block  access  of  telomerase,  the  DNA  resection machinery  and  checkpoint  signaling machinery, 
given  the elongated shape and  large  size of Rif1‐NTD  (125 kDa, 250 Å  long). This  in  itself  could 
account for the major functions of Rif1 at telomeres. 
Chromosome  ends  in  vertebrates  form  higher‐order  t‐loops  as  another  layer  of  telomere 
protection. The telomeric 3‘‐overhang loops back and invades the duplex telomere DNA, displacing 
the G‐rich  strand,  and  the whole  loop  is  covered  by  the  six‐membered  shelterin  complex.  The 
telomeric  repeats  are  sequence‐specifically  bound by TRF2 and TRF1  and none of  the  shelterin 
complex  members  form  and  alpha‐helical  repeat.  In  contrast,  budding  yeast  telomeres  are 
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protected  by  double‐strand  (Rap1‐Rif1‐Rif2)  and  single‐strand  (Cdc13‐Ten1‐Stn1)  protecting 
complexes  where  Rap1  and  Cdc13  form  sequence‐specific  DNA‐interactions.  Budding  yeast 












This  model  fits  with  the  previously  suggested  “Velcro”  model  (Shi  et  al.,  2013)  and  offers  an 
additional layer of telomere protection. 


















cover  the  ssDNA  overhang.  Telomerase  inhibition  is  dependent  on  the  newly  identified  Rif1‐NTD  DNA‐binding 
activity, which may contribute to telomere architecture by engaging unoccupied dsDNA and ssDNA proximal to Rap1
sites. Note that while one dsDNA is shown bound per Rif1‐NTD dimer, two DNA molecules could conceivably be bound 
by  each  Rif1‐NTD  dimer,  as  seen  in  the  crystal  structure.  A,  The  Rif1‐NTD  also  engages  DNA  ends  in  a  Rap1‐




and RBM (blue), Rap1  (light gray), Rif2  (green) and CST  (gray) are shown as solid outlines. Dotted  lines  indicate
unstructured parts of Rif1 and Rif2. 
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  Rif1  at  aberrant  telomeres  and  uncapped  chromosomes  in 
budding yeast 






Co‐migration  of  Rif1  with  the  resection  junctions  at  uncapped  cdc13‐1  telomeres  has  been 
described (Xue et al., 2011) and would be consistent with our model. While it may be tempting to 
speculate that direct DNA binding is sufficient to explain Rif1‐NTD recruitment to different types of 
























repeat.  There  are  four  crystal  structures  available  of  importin‐beta  in  complex  with  different 





















Rif1‐NTD  appears  to  be  in  a  monomer/dimer  equilibrium,  which  in  the  absence  of  DNA  is 
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a separate DNA binding and a dimerization domain. Point mutants within the DNA binding motif 





























and  K691E/K692E  (Loop  mutant)  resulted  in  stably  recombinantly  expressed  Rif1  protein  and 
showed  an  equal  expression  of  the  protein  in  yeast,  mutating  R401E/K406E/K451E  or 
R401E/K406E/K451E/  K518E/D522A  did  not  result  in  sufficient  expression  of  Rif1.  Additionally, 
these mutants did not express to wild‐type level when integrated into the S. cerevisiae genome. 
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Mutating two or three residues out of the 12 possible in the Hook domain did reduce but not fully 





charged  residue,  which mediates  the  interaction  with  the  phosphate  backbone  of  the  DNA,  is 
tolerated and only shows a minor effect to ssDNA binding (Anderson et al., 2003). Thus, by mutating 
two or three residues in the Hook domain, Rif1‐NTD DNA binding was only reduced biochemically 
and  not  fully  abrogated.  Therefore,  the  Hook  and  Loop  mutant  only  hit  the  DNA  binding  site 
partially. However, making the Rif1‐NTD DNA binding‐deficient is enough to elicit a full phenotype 





the  Rif1‐NTD  Hook  domain.  The  Rif1  N‐terminal  domain  is  a  high‐affinity  DNA‐binding module 
capable of encircling duplex DNA in a sequence‐independent manner. Unexpectedly, Rif1 bound 
dsDNA directly  and  this makes Rif1 one of  the very  few structurally determined helical  repeats 
proteins  in  complex  with  DNA.  Protein‐DNA  complexes  such  as  DNA‐PKcs‐Ku80  were  recently 










electrostatic  interactions  mediated  between  positively  charged  lysines  or  arginines  and  the 
phosphate backbone of the dsDNA. Even though AlkD shows a damage‐specific binding to double‐






members  of  the  condensin  complex.  During  cell  division  chromosomes  are  compacted  before 






Fluorescent Polarization  (Piazza et al., 2014). Very recently  the  same group published co‐crystal 
structures of the Ycg1 HEAT‐repeat, double‐stranded DNA, and a Brn1 peptide revealing that an 18 
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poorly  predict  the  DNA  binding  ability  of  alpha‐helical  repeat  proteins  and  we  probably 
underestimate the number of helical repeats directly interacting with DNA.  
 Rif1 at double‐strand breaks in yeast and human 










are  listed.  B,  Pumilio  (blue)  in  complex  with  single‐stranded  RNA  (pink)  depicted  as  cartoon  representation  and  surface 
electrostatics, PDB code is listed. 





shows  the  same  effect  in  cell  survival  compared  to  the  Rif1  deletion,  whereas  mutating  the 
RVxF/SILK motif did not  show an effect. ChIP analyses  confirmed  that  the Rif1_Hook mutations 
decrease the enrichment of Rif1  in the proximity of the DSB site, providing a rationale to assess 
putative DNA end‐protection roles for the protein. By performing a qPCR‐based method designed 
to  quantify  the  amount  of  single‐stranded  DNA  produced  by  end‐resection  at  the MATα  locus 
(Zierhut and Diffley, 2008), we found that cells deleted for Rif1 or expressing the Rif1_Hook mutant 




DNA  end  resection,  which  at  DSBs  imposes  a  NHEJ  repair  bias  (Figure  5.1B).  Additionally,  the 
observation that Rif1 has a preference for junction DNA provides a mechanism to guide Rif1 to its 
target  sites  at  both  telomeres  and  DSB  ends.  Although  the  Rif1_Hook  mutant  protein  retains 
residual DNA binding judged by EMSA analyses and by ChIP, their binding defects elicit a severe and 
a full loss of function phenotype at DSB repair pathway choice. 
Human  RIF1  recruitment  to  53BP1  is  strictly  dependent  on  phosphorylated  53BP1  (Rad9  in  S. 
cerevisiae) (Chapman et al., 2013; Di Virgilio et al., 2013; Escribano‐Diaz et al., 2013; Silverman et 
al., 2004). Budding yeast Rif1 recruitment to both telomeric and non‐telomeric breaks, in contrast, 
is  not dependent on Rad9 but operates  through multiple Rap1  interactions  at  the  telomere, or 





Modelling  human  RIF  based  on  the  budding  yeast  template  and  other  helical  repeat  proteins 
suggests that the Hook domain in mammals also adopts a HEAT‐like repeat. In contrast to the solved 
structure of  Rif1,  the model of  the RIF1‐NTD Hook domain does not  show a positively  charged 
concave surface of the arch, and DNA binding residues defined in yeast Rif1 cannot be translated 
to  the human  structure.  Additionally,  RIF1‐NTD does not  bind DNA by  fluorescent  polarization, 
which suggests that RIF1‐NTD localizes to DSB in a different way compared to the yeast version, 
while  keeping  the  effector  function  and  the  ability  to  block  of  resection.  Considering  that  RIF1 
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recruitment to DSBs is strictly dependent on 53BP1, mammalian cells have a complex network of 
players  fulfilling  regulatory  functions  and  harboring  post‐translational  modification  marks.  The 








partners.  The  yeast  and  human  Rif1‐NTDs  selectively  bind  to  DNA  or  phosphorylated  53BP1, 
respectively, and thereby both block resection of DNA ends.  
5.6.1 The 53BP1‐RIF1 interplay and its consequences 
Our  data  shows  that  the  RIF1‐NTD  directly  interacts  with  phosphorylated  53BP1  peptide  in  a 
phosphorylation‐dependent manner. Thus, the helical repeat is able to discriminate between the 
double‐phosphorylated and the unphosphorylated peptides. This is a striking finding as this is to 
our  knowledge,  the  first  helical  repeat  (HEAT  or  armadillo)  shown  to  specifically  bind  to  a 
phosphorylated motif. There are other helices domains such as the 14‐3‐3 proteins consisting of 
nine antiparallel helices and they specifically bind to phosphorylated serine or threonine residues. 
14‐3‐3  form  a  concave  surface  lined  by  four  helices,  which  mediate  the  interaction  with  the 
phospho‐peptide using three positively charged Arginines or Lysines (Reichen et al., 2014; Yaffe et 
al.,  1997;  Yaffe  and  Smerdon,  2001).  Another  known  domain  mediating  phospho‐peptide 
interactions are BRCT domains (Manke et al., 2003). One example is the BRCT2 domain of 53BP1, 



































is only  impairing, but not  fully abolishing NHEJ at aberrant  telomeres, whereas 53BP1 and RIF1 
deletions do, it is very likely that there are more downstream factors of RIF1 to be identified.  
Another  binding  partner  of  53BP1, which  has  been  identified  and may modify  the  53BP1‐RIF1 
interaction,  is  the  association  with  the  LINC  complex  (Lottersberger  et  al.,  2015).  The  region 
spanning between the RIF1‐interacting phospho‐motifs and the oligomerization domain of 53BP1 
has  recently been  shown  to be  required  for  increased mobility of  a 53BP1 associated DSB. The 
increased mobility is also dependent on ATM dependent phosphorylation of S/TQ sites, on the LINC 
complex  association  and  on  microtubule  dynamics  (Lottersberger  et  al.,  2015).  The  identified 
mobility region is predicted to be unstructured and we are so far lacking a molecular understanding 










not  form  a  trimer  conformation  when  bound  to  Rif1.  The  SEC‐MALS  profile  suggests  a  1:1 
interaction even though the measured mass is ~10kDa too large. This finding would suggest that 
53BP1 is recruited as a trimer to chromatin marks, but once RIF1 is bound, the oligomerization is 
disrupted to  lead to a 1:1 binding.  In cells,  the  recruitment of RIF1 and blocking of  resection at 
dysfunctional telomeres is only mildly impaired when the oligomerization is disrupted. This would 
argue that the oligomerization domain plays a minor role  in DSB repair and most breaks can be 
repaired  without  it.  However,  looking  at  more  downstream  phenotypes  such  as  class  switch 






formation  and  telomere  fusion  is  mild,  we  may  underestimate  the  consequences  of  a  mild 
reduction,  because  successful  DSB  ligation  is  not monitored  in  focus  formation  analysis.  Taken 
together, 53BP1 and RIF1 work together in DSB pathway choice after exogenous damage as well as 
in immunoglobulin CSR ‐ a DSB triggered by the cell. Further analysis on the change in oligomeric 






















structure of  the  full  helical  repeat of Rif1 gives  insight  into our molecular understanding of  the 














RNA,  or  telomeric  RNA/DNA  hybrids  considering  that  the  protein  DNA  interaction  is  mostly 
electrostatic. Recent  findings have  implicated S.pombe Rif1  in  the regulation of  late origin  firing 
during  DNA  replication  (Kanoh  et  al.,  2015b).  The  authors  found  Rif1  chromatin  immuno‐
precipitated to 35 binding sites within the fission yeast genome and the authors concluded that Rif1 
bound to G‐quadruplex structures specifically (Kanoh et al., 2015b). The Hook domain would be big 













Additionally,  RIF1  is  recruited  to mammalian  late origins by  a  so  far undetermined mechanism, 
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